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BMchraibung 



Die Erfindung betriffi neus synttietische Isohirudine. die dutch Austausch im Bereich dsr Asp^ty^tive sine 
verbeMerte StabHittl besteen. Dadutch wltd einarselts die Ausbeute wihrend der Auterbeitung gesteigert und ande- 
s rarsaits aina oalenischo Zubereilung als dlreld injizierbare Fertiglosung ermoglicht. 

A^Te^iCelTemiructo mediJnalb sW medteinisch wertvolte hochaffina TTirombininhibtoren bekannt, vcr, de- 
ren BnLlz in derHumanmedlzIn weaentliche Fottschrwebei derThr«^ 
S™nTJ^l^*««tenal8Hirudhebazeichnet.v«^^ 

?ch nu rw^L Aminosiuren der Sequenz unierschelden. NalOriiche Isohirudine eind z.B. b««hrieben h E^A 
2 Z E?.A I^kI 1?-A 158 986, EP-A 168 342. EP-A 171 024. EP-A 193 175. EP-A 200 655. EP-A2M 061. 
EP-A 227 938. Die Entwicklung der rekombinanlen DNA-Technologie im lettten Jahrzehnt hat es n"n enmdgllcM. 
Hirudins im indurtrieiien Maflstab dutch den Eineatz gantechniach modifizierter Mli«roorgani8n«n variQ^r zu ma- 
S™n nJ S.«i m dS^^^^^^ von laohinidin*, auf der Basis natOrHcher Sequsnzsn .M zum Baisp.l beschnsben 
in EP-A 171 024 und EP-A 200 655 und der darinzltlertenUteratur. . u j * 

,5 Oba dl^e^eutischB Wiricaamkeit hinaue werder, jedoch an sin Pharmakon ^^^^^^ 
sprflche geSeiit SLu geiiSren u A Wrtschaftlichicelt in der Henrteliung. Wlntoche Handhabbartert 

"""'SL^reS^^rTeS^i^^^^ 
QUte^n^rfcZTe^ndlig. d^HerHteilungsl^etendea Pham^ 

P^JlSu^rd"sEn1wteldSngoplh,ierlar^^ 

an eh eolchee Systems angestrebt wetdea In dieser HInsleht stnjkluren cptlmlene Isohirudine sind Z.B. beschrleben 
'"^^m^^eWd"wVb^n'rn2Siuer80llledurcheinehoheS^^^ 

so cSThiJsuflan und phS^akologischsn Kcn,.lika.-»nsn aufgn,nd dsr K«ung ^^^^^^J^^^^^ 
es touGt wird Ka aus dem Blutegel bakanntan Isohirudha ab auch Dssuifalohirudine aus genlechnBch modife^rten 
MitotCtemel^tJ^inSteSrHin^^ 

p"SZrduS^schemischaUmwandiungna^en.AuchuntardemA8pJ^^^ 
!ettaiirensi8tdleaprioflVtermeldungderBlldungv«iNebenpioduktenvottellhan.daderenW^ 

achlaot sich in vsrbssserten Ausbeuten niader. 
3D ETne^erbessarte Slabllltat wOrde zudem eine Zubereltung errr,6gltehen. dte ene l^fl°~"9 "'S. ^^""flj^ 
Pha^lnsmltminlm^emAufy«ndzulflm.Beln Hirudin steBtelne 

Zuta^ttung da, d« sich dazu noch durch sine langa Vbrwendbarkait auszaichnan ^^-rn-clw In^j^^ 

der bekanrSen Isohirudine ist dabei namiich ein begrenzender FaWor. da die 1°7P«'«'"««*«*« J^.^^^^ 
dung dsr geloetan Substanz auch bai KOhlschranldagening nur aine begranzte (kuize) Venwendungsdauer ainar sol- 
as Chen Zubereltung erteubt-wobelelneWittschaftlichkeitnursehwererretehbartet ..^=^01,0 cm 
D^bekannSn natOriichan Isohirudine und daraus abgeleHetsn Desulfalohirudma fOr d» .Phf^^«^^'« jj" 
wicklung unterschaidan sich nur h wanlgan Amiiosaurabauatelnan. wobei in der Sequenz ^"fj'* "-[J"^;^ ~ 
Regtonen unte«chieden werden kflnnen. Zu den konsen^dveo ^^^^''^J^t^^ 
Gh^- und -Asn68-A8p(A8n)M-GlyM-Asp«-. Die Numeriarung arfolgt nach der durch Dodt at al.. FEBS LETTtPB 1M 
40 (19841 180 - 183 pubilzlerten Sequenz mil 65 Aminosduren. Protelnchemlsche Analysen von HIrudln-AbbaupioduWen 
nun gaSrctaB di8«« Squanzmothra zum Obsrwisgsndsn Tei^ 
aSlch SxJ. Sa DesamkJIemng von Asparagin zu Asparaginsaure lenn dabei aufler Betracht gelassen warden, 
n^u ein^ wettemn natOrHcheS isohirudlnstruWur fOhn. Wteentllch lOr den "^^l^^^*" "l* ''^^^l^'S^ 
und Racemieiemng an den beidsn -Asp-Giy-Sequenzen. Die Badautung diasar ^Mnnen Mr dan AbtoJ ^nPro- 
« telnen bt l«eratu*eKannt (JBC 262. 1 987. S. 7B5-793 u. JBC 284 1 989, S. f ^"0>^^^J22l^' 
tsmtinalsn SlruWur dee Hinidins lOr die hochaffine Bindung an Thrombn ist abenfaiis bekannt. Em AminoMureaus- 
22 T^elchen mit toneen-tHrem sequenzcharatter. die an der Bindung beteiligt sirxJ. Ist mn 'i^'^^^^ 
XHatseinbuBevarbund.n.Ob.riaBehsnderv«i«av«i,danungafunden.daB^^ 

difikationan in konsanratlven Beretehenvorganomman warden kdnnan. ohnadia ABinital zum Thrombin unddam* d» 
so wirk8amkeitzubeelntrachtlgen(Bel8piel7.Tab.1 undBei8piel8.Fig.2). .^^.^ Ami. 

Zudem zaigt sich Oberraschenderweise. daB trotz der vorgenommenen Auslauscha. auch bei mehr als amar Ami- 
noaftuie keheZunahmederAntlgenilSteintrtn. u- j- t..»^«». 

Femer v«i.da gefunden. daS beida -Asp-GlySaquanzen glaKhem«flan zur lnstab.lrta^das Hirudins bart«^^ 
Erat dureh Modlflkadon bekJer Sequenzberelche tonn die NebenpioduWbildung entschekJend reduzlert werdsn (Bel- 

" *'""cSrIS!*^!feriauf der Nsbsnproduktbildung der Slammverbindungen als auch deroptimiartan Dasufalohinjtfne 
sowohl bei saurem (Belsplel 11, Flg.3) ais auch bei physldogtechem pH (Belsplei 10. Flg.4) zelfli. (teB dsr Amlnoter- 
mnua kainen EnfluB aul dia Slabilitat hat und aine Modifikation somit ntoht zur Stabilisianing beitragL Daraus Ibigt. 
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« Bavorzugt sind Varbindungan dar Fofmel I 

10 

A' -A* -Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr.Gtu-Ser-Gly-Gln.Asn.L8u.Cys-Leu- 

20 30 
Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-lte-Leu- 

40 

Gly-Ser. B - Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-iWaly-Glu-Gly-Thr- 
50 52 53 54 55 60 
« Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D • E - F -Phe-Glu-GJu-He-Pro- 

Glu-Glu-Tyr.Leu-Gln 



IS 



20 



30 wobel 





= Leu, Aia. He oder bedeutot 


A? 


= Thr cxJerVSal 


B 


Qlu bddeutet 


C 


Qtn Oder Qlu bedeutet 


D 


Glu bedeutet 


E 


Gly Oder Ala bedeutet 


und F 


Aepoder Qlu bedeutet 



B»»d«bwilugl«M<ll.V»rt*0»(>er.l«a'0d«l^.-n^^ ■ 
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Verunreinigungen durch sine z"^^'^"'"^,*?^*^^^^ yjn„en AMbeuteo > = 50% reallslert werden. 

Oorch emsprechende Optlmlerungen der « -^'"^"^Jj^^;^^ EP-A 316 650 zur Dar- 

stellungvaistabBislertenAb;^ 



reichem 

Beisplel 1 : KbnetruWion dee Vektora pCMT203 



B«ec.no^^heA,.e«en^edasAn.genv«,S^^^ 
bevorzugt unler Selektionadmdc auf '•^^^J^.-^'ti^J^^XL^^^^^ amarikanischan Gasundhaftsbe- 
Varunrainigung durch f«mda ^^^'^'T^^'^^i^^ Protelne ^ferwendung flrKten. 

h6rde80ineda9ArrtibWikurnArr,piclllnnicmjHe^^^^^^ 

Dazu wird DNAdes Plasmldee pCiy0O51 mtt ^njl 'Inwrtsietu^^^ SMermlnalert Tell dee 

PtesmW PCM7053 llglett. Dieses "JNA-FX^^ a,it dam Uga.»r«gemisch trar^ 

TalraryWinreaistenzgenae. Kompatanta Zellend~ ^^"^T™^' !^oianiert Nach Iniwbatior) bei 37oC Ober Nacht 
,orZundaulNA-A9arp«ten.dle IJ^Smg^^J^^^ charalctarisiart Die 

erhdlt man Transloimantan. Plasmid-DNA wird davon ^ ;^gaben der Heretelier 

einee richt^n ^^^^^ ^IJ^'rllrSLm STdX^l^^ 

Piasmida die Bezaichnung pCMT203 (Fig.1). 

Baiapial 2: itonafruldion von Hirudin-Vtariantan mil Alanin als N-tam,inalar AmirioaSura 

Hirud.-^^r^ten.d.em«A^inbeJ^n^..«^^^^^^ 
1 baschriabanen Valctoran pCM7053. ^>^*^;^/'^^±^^ Dieses Plasmidwirtim lolgen- 

3S S^SlTpll^BlosystemelblgendeOUgonuldeotldesy^^^^ 

Hir1 5'- CCCGAAACCGCAQTCTCACCAGGAAQGCGAATT - 3' 
Hir2 5'. CQAATrCGCCTTCCTQQTGAGACTGCQQTTTCQQQQTAC - 3- 
Hir5 5'- QATCCGAAGGTGAAAAGAACCAGTGCGTrACTGGCGAAGQTACa' 
Hire 5 - CTTCGCCAQTAACGCACTGGTTCrmCACCTTCG - 3' 



IS 



20 



2S 



30 



SO 



Hirl3 5'- CCCGAAACCGCAGTCTCATAACQAGQGCGACTT • 3' 
Hir14 5'. CGAAGTCGCCCTCGTrATGAGACTGCGQnrCGGGGTAC - 3' 
H:rl5 5'- CCCGAAACCGCAGTCTCATCAGQAQGCTQACTT - 3' 
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20 



2S 



30 



3B 



40 



46 



SO 



Hirl6 5'- CGAAGTCAGCCTCCTGATGAGACTGCGQ-nrCQGQQTAC - 3' 

Be8piel2a: KonstruWion der Hinxlin-V^nanta 13 (Alai.Glu33.Gln6*.GluS3.Glu») i„ RaemidpSCHlS 

reawion mit den zuvor zum Doppelatrang hybrWtelerten ^jT^SSI^el Szu «iid das pK153 VbWotf rag- 

ment in «iner AutoligattonsreakUon ""^^ T^"^"^^^ „^ ober Nacht bei 37«C hkubtett Am niohsten Mor- 

den auf NA-Platlen. die 20mgrt '^P"'""^ ""t!f c^nTe erfolTereprechend betrachtet. wenn die Ligation 

gen winl das Experiment auegewertetD»Klo™erung«rt^^^ 

LdemOligonuWeo,«.mgm3ntmlrJ2en8 1^^^ 

manten der Ktoniemngerealction wird «tenn ^^"^r"^^^^^.,^^ Fraanent das die Hlrudhpeptldse- 
PbsmW-DNA. dte dae richtlge ^^S'^^^^t^^'^^^ U dem BamH1/Hind3 

ein verflndertes Hirudin, das In Position 55 ^ Betbt geapalten. Nach geleleWrophore- 

DNAdee Ptemidee pK152 wird «"* """^'S"™^!^ zuvof zu Doppeletrang 

tischer Aunrennung wird das grofle J 
hybridi8iertanOligcnuldeotidenHir1undH,.2hg.ert^ntep^«^^ 

d« Ptesmldes PK153. Dieses ^^^^^^"^'^'^^^^.^yM^^ Pton" pCM7053Vhr1 . 

isoliert. das mit dem BamH1/Hind3 geoflnelen V*"^ '^^^ S die ITrw^uren Gin. Glu und Ghi anthal 

rp::«tsrrdr.^^^^ 

geleleicrophoretisch aufgetrennt. ^l^^^^^^^^^Z^ZZ wird. Belde 

geier:^st£3%rer^^^^ 

eingefQhrt 

e*pW»:Kor«~l<to<l.-Hliudln.v»««.e3(*larGlu».eiu»)inPI«i.id|«CH^ 

PCIW7053 eingefflhrt. Ee entstsht das Pla«n.d P^M^-JT '^'"ffj^ PlasmU pV&t83, 

Dle.es Wird mi. dem gK^Ben I^1/Mlu1 - ^;^9Sl!MSS^d2?25?Me^^^ 

das « dem Stamm Ecoti iWlcl061 '^'^^^'^''.^'^^^^^ ^r«gment isoliert witd. das mH 

zr:srr;:i-r:T«::'e^rpS 

wird in die oben beachrisbenen Selffatomuitanten emgefOhrt. 

Beispiel 2c. Konetn^icdon der Himdin-Vfariante 93 (Aiai.Glua8.Gln".GIu«.AIaP*) in Plasmid p8CH93 
Ptasmld mit der Bezelchnung Varlaitte 9 umgesotzL 
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Beispiel a Expressicxi der Ptesmide pSCHlS. pSCF«3 und pSCHM 

Dis Expression der Phsmids pSCH13. pSCH83und pSCH93 erfolgt sowohl im SchOtlelkolben als auoh im 10 
UleffTiaBatab oemiB der Europfiischen Patertanmeldung EP-A 448 093. Dabei (inden die beschriebenen Stamme 
s Oder Vterianten davon Anwendung. Fflr die Expression von Kulturen im Kubikmetemafletab konnan sich naturgemaB 
verdnderte Median. IndukdonsbedhBungen und Femientationezeiten ergeben, was dem Fachmann bekannt Isl. 

Beispiel 4: Woniening und Expression der ^*udinva^ianten 13 und 93 h Backerhele 

10 In der Europaischen PatenlanmeWung EP-A 324 712 wild ein synthetischeB Himdin beschrieben. das in Abwend- 
luna der naiurttehen Sequenz N-termlnal die AminosAure Leucin trSgt. Dieses HlnxJin karai ebenfaiis welter optlmiert 
wsRien. vyenn man in der dem Leucin lolgenden Sequenz ab AminosauiB 2 die in den zuvor fOr die \fenanten 1 3 taw. 
93 beschriebenen VtoiSndeningen vomlmmt. Dabei wird beispialhalt auf die in dieser Anmeldung beschnebanen 
toren und StSmme zurCckgogrBfen. Es ist dem Fachmann geiautlg. daU auch jedes andere Heteexpresskxwsystem. 

IS das zurAuBschleueung von Hinjdin Oder VtoiantenhierrtjnfOhrt.benutzt warden kann. , . 
Der in der Europdischen PatentanmeWung EP-A 324 712 beschriebene KIonlerungsvektor7 wIrd mil BamHI und 
Hind3 geoffnet und jeweils mH dem aus Plaamid pSCH13 bzw. pSCH93 isolierten BamHI/HindS FragmenUfas die 
leweiis im Wonlenjngwettortehlenden Aminosauren dee carboxytemilnalen Telles dor HIrudlnsequenz umfaBt. iigleit 
Es antstehen die PiaamkJe p713 und p793. die mtttels RestrlWtonsanalyse chatatterlsiert werden. Man rictitlger DNA 

» diesarPla8mklewiidan8chiieBenddasEcoR1/Hind3-Fragmamisoliertur>ddieOberstehendenEndeniner^^ 

Pdymeiasereaktton aulgefOilt. Die so praparieiten Ftagmente warden Jewells mitdem stumplendigen Vektortragment 
von PlasmW vEPIS gsmaB Beispiel 1 der Europaischen PatentanmeWung EP.A 324 712 ligieit. Es entslehen die 
PlasmkJe pHABVbr131 und pHABVar132. die sIch nur In Bezug aut die Orlentlerung dee 

terschekten und die fQr ein Hirudinderivat kodieren. das durch die Aminosauren Leu'.GIu* GlnK.GIu" und Glu» 
2B gekennzenhnet ist. sowie d» Plasmkla pHABV&r931 und pHAB\&r932. die sich ebertalls nur durch die 0'«ntierung 
des insertlerten FfagmentesunterecheWen undlOr ein Hirudinderivat kodieren. dasdurchdie AmInosSuren Leui,Qlu». 
GInM GluS3 und Ala" gekennzeehnet ist Die Plasmide warden ii die in der AnmeUung beschriebenen Hefestamme 
belspielhan transtomilert. Die Expresskxi und Reinlgung der Hlmdln-Dertwate kann gemSB der dort besdirtebenen 
Proedur duichgefflhrt weiden. BakanntemnaBen kann bei der Reinlgung auf die Zentrilugatkxi und dn "'"f '"- 
90 Bende Adeoipttonschromatographie verzichlel werden. wenn z.B. das Pelllcon UltraflltraUonssystem der Fimia Miili- 
pore vofwendet wild. Die hier verwendeten Methoden sind lOr den LabonmaBstab beschrieben. FOr Kulturen imKu- 
UkmatermaBstab konnen andere Femientationazeiten. KuNuibedingungen aowia Schritte der Aufarbaitung notwendig 
weiden. Dies ist dem Fachmann bekannt 

36 Beispiel 5: Rehlgung von [Alai.-nir8.GluM.GIne.Glu88.Glu«l-Oe8UlllaloWrudin 

• Ein zeHfreier Kulturtberetands mit 3.6 g Hirudin per I wurde duroh Zugabe von Ameisensaure auf pH 3 gestellt. 
Nach 1 h bel RT wuide das enstandeno Prtzfpllat Ober eine CERA-Zentrlluge abgeechleudert Die LeltlShlgkelt des 
Maren Oberstand wuide dutch Diafiltratkin auf < = 2.5 mSAsn abgasankL Danach wurde das Produkt duioh auferan- 
40 derfolgende Chiomatographleschrllte an FractogeW EMD^* Uchroprep© RP18 und Q«ephaioae hochrein dar- 

OBStollt 

VbrUlebene Seize und Pufleibestandteile wurden aus dem <>Sepharo8e-Eluat durch kombinlerte Ultia-rtJIaflltia- 
tfcm enttemt. wonach das Piodukt duieh Lyophlllsatlon als Trockensubstanz gewonnen werden konnte. 

« Beispiel 8: Relnlgunfl von [Alai."rhr«.GIu»,Gln«,Qlu».Ala"H5e8ullatohlrudln 

AmEndederFermentatk)nv«jrdedleKulturia8unglnQegenwaft-derZell8ub8tanzaufpH3ango8ftuert.Zellmas8e 

und anfailsndes Prazipilat wurden Qber einen Separator entlemt. Zu dem kiaren Oberstand wurdsn 5 % wftr Diakm 

HP20 gageban, wobei tkw quantitative Adwjrptton das Hirudins resultierle. Nach Enlfemung der Mutteiteuge durch 
so Filtratkxi wurde das Harz einmal wflSrtg gewaschen. Danach wurde das ProduKt mIt auf pH3 angesaueilem 30 %igem 

Isoprepanol desorbiert. Das Ware Ehiat wurde wie in Beispiel 5. beginnend mH der KattonenausteuschohromatDgr^e. 

weltenrerarbaltet. urn dann nach LyophBlsatlon ein hochrebies Trockenprodukt zu erhalten. 



55 



Beispiel 7: Vbrgtelchende K,-Wert-Be8tlmmung optlmlerter Isohlrudlne 

K,-Vterte wuiden nach der Methode von Stone und Hoisleenge (Bkjchemistiy 25. S.4622-4628. 1986) bestimmt 
0 2ml elner1.25mM l^ung von D-HHT-Gly-Arg-pNA wurden mlt1.7ml0.1 MTrte. 0.2MNaClund0.1 %(wM Triton 
X-100 pH 8 3 und 0 1 ml das zu tsetenden laohirudins n 145 mM NaCI auf 2S"C temperiert Ola Bindung wurdedurch 
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Zu^be von 0.05 ml Thrombinlosung gsstartet. Die Absorption bsi 405 nm wurda Qber eine Porioda von 10-20 mh 
aulgezeichnst. 

Dia Raaktion folgt dar Glabhung: 

[Pl = v/t + (v^-v^{1-e"*^yk-i-d. 

wobet 

[P] = Produktkonzantralion (Nrtroanilii) 
Vo = initiale Qeschwindlgkeit 

Vg = Reaktonsgaschwindigkait im Glanhgawichtszustand 
d =[P]belt=0 

DIa GeschwIndlgkaltstonstantG k wurde dutch ntehtllneare Ragraaeton baatlmnrit. Die Extrapolation von k bal var- 
achledenen Inhbltorkonzentratlonen auf [I] = 0 entsprechend 

lialert die Gaschwindigkaitskonstanten Hon und koir ^^f^* 



Tabeflel 



K{-Werta optimierter DesuHatohirudina 


Verbindung 


K|(app.) [^1 


[lle^Thr^] Deeulfatohlrudlni 
[LeuMhr^l Desulfatohlrudln^ 
[Ala^.Thr^ Desulfatohirudin^ 
[AIai,Th|2,Glu33] Desulfatohloidin 
[AlaMhf«,GlnS2,Glu53,Glij"] Desulfatohirudin 
[Ala*! .Thi^.Glu^.Gln^.Glu^.GluSS] DesulfatohlnxJin 
[AlaMTii^.Ala^^] Desulfatohirudin 
[Alai,Thr^.Giu93.Ala^] Dasuilatohinidin 
[Alai,TTir^.Qlu^ Dedulfatohlrudin 
[AlaMhr^.Glu^.Qlu^] Deaulfatohirudln 
[AlaMT»r«,QlnS2,GiuS3,AiaP*] Deauttatohirudin 
[Aiai,"mf«.QIu33,Qln62,Qiu6a,Aia«] Desulfatohirudin 


6.1x10^10 
1.4x10-10 
2,0x10-10 
1,6x10-10 
1.9x10-10 
3,0x10-10 
2.7x10-10 
3.5x10-10 
3.8x10-10 
3.7x10-10 
2,2xiaio 
3.1x10-10 


) Vbn 4^ MflrilehM laoMrudh abg*teNtM DMuHktahirudn. 
2 OptlmiMtM DMuMHohlrucin fflr HtfMxpraMbrt laut ER-A 324 712. 



^ QptMsrtM DMulMohlniAt ffir dto E.ool-8ikratlonMKprMilOA hut EP-A 448 083. 

Beisplel 8: EInfluB optfmlerter [AlaMUr^ Dasulfatohlrudin-Anatoga auT die parttelle ThromboplaBtinzeit (PTZ) Im Rhe- 
suBaffan 

[l-eui.'mr^] Desulfatohirudin. [AlaMhr^l Desulfatohirudin, [Afai.TTir^.Glu^.GlnB^.GIuSa.GIufiS] DasuKatohirudin 
und [Alai.ThrS.GIu^a.GlnSS.GIu^, AlaS*] Desulfatohirudri wurden in einer Dosia von 0,5 mg/kg nrannlwhen Rhesusaffen 
mit ehem Korpargewtoht von 6,5 -i- 1,6 kg mtravenda appltziert. In beetlmmten Abetfinden wurden dann Blutproben 
fOr die Bestimmung von Gerinnungsparamatem entnomman. Die partlalle ThronriboplastrueH (PTZ) wurde wie folgt 
bestlnrvnt (Abb. 2]: 

0.1 ml CItratplasma und 0,1 ml PTT-Reagenz aus Human-Thrombozyten (Behringwerke) wurden in einem auf 3P0 
vorgewdfrnten Testrdhfchen zusammengegeben und zur volistdndlgen Aktivlerung dee endogenen Oertnnungssy- 
stems genau lOr 2 min bei 37"C gehalten. AnschlleBend wurde 0.1 ml 0.025 M Calciumchk)rk:ildsung hinzugegeben 
und die Gerinnung im Itegulometer (nach Schnitger und Gross) gemessen. 
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Beispial 9: 20 Stundan-Slabilita von (Alal.Thr*] DeauHatohirudm-AnalogBn bai pH 7 und 60»C 

Die 2U tBslende Verbindung wu«ie in 20 mM NaP, pH 7. 900 mM NaCI zu 0.5 mgM gelost und fQr 20 hbai eO»C 
intaiSert Zu den Zettpunkten ii ml t=20h wunlen Proben entnommen und per RP-HPLC (Nuclees.!®) eowle Anlo- 
?i^auste^chmmSographie(MonoQ«) analjrsiert. D 



Tabelle 2: Stabilitat optlmierter Desulfatohirudlne umer Stressbedingungen: 20 h. 
60»C. pH 7 

verbindung ^ neugebiidete Nebenprodukte 

[Ala'.Thr^ Desulfatohirudin' 23,0 
[Ala'.Thr'.Glu") Desulfatohirudin 15.2 

[Ala\Thr*.GIn".Glu'*.QIu»' 1 Desulfatohirudin H.6 
(Ala'.Tnr«.Qlu".Gln",Glu",Glu«] Desulfatohirudin 3.2 

' Stammverbindung 
Belsplel 10: Slabllliat von (AlaMhiSl DeaulWohltudln-AnaloQen bel pH 8.5 und eo-C 

Die gereinigten Isohinjdine wurden als Lyophili«t zu 1 mgftnl in Wasser gelost "ndrnil 1M I^I^PO* airf PHW 
aestellt JLh ^erifflltratlonwuiden die Waungenim SchiWelwaeserbad umer Uchtaua^^^ Pro- 
b?!njrd«i 2U toTzeitpunld*^ t= 0.5.24.48.72 und 96 h entnommen und par RP-HPLC (Nucleoail®) und lonanaus- 

i8tdargeBtelitrelairzurRe»iiiaitt = 0.wobeiau8denbeidenAna^ 
degaiegtwurde(Fig.4). 

Beispial 11 : Slabilifit von [Ata> .Thr2] Desulfalohirudin.AnalogBn bei pH 4 und 60»C 

Die gereinigten Isohirudine wunlen ale l^ifiaat ai 1 mg^ml ii Vteeser geloet und mil 1M Eeeigeiure auf pH 4 
geatein. Iniaibatlon und Analyeen widen entspiechend Beleplel 10 duichgetOhrt (Flg.3). 



40 PMMnttuieprflelw 

1. leohif udlne n« verboseoner StaWWil gekennrelchnet durch die lolgenden Aminosiuren 

an Poeition 33 Glu 
SO anPoeltionS2Gln,Olu,ABnoderABp 
an Poeition 53 Olu 
an Poeition 54 Gly Oder Ala 
an Position 55 Asp oder Glu. 

66 2. Isohirudine nacti Anspruch 1 mit der Formel 
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A' -a' .Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-LfiU-Cys-Leu- 

20 30 
Cys-Glu-Giy-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Qly-AsfvLys^ys-lle-Leu- 

40 

GlySer- B • Gly-Glu-LyS-Asn-Gln-Cys-VaHlayGly'Glu-^aly-Thr- 

50 52 53 54 55 60 
Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D - E • F .pne-Glu-Glu-lle-Pro- 
Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln 

wobel 

^^ = Leu, Ala lie oder \fel bedautel 
A* =HiroderVal 
B Glu bedautst 
C Qln Oder Glu bedeutet 
D Glu bedeutet 
E Gly Oder Ala bedeutet 
und F Asp Oder Glu bedeutet. 

isahirudlne nach Anspruch 1 0der 2, wobel PosWoo 1 Ala oder Leu bedeutet. an Position 2 Thr f «ht f Posflo" 

isohlrudlne nach Artspruch 1 oder2. wobel Position 1 Ateoder Leut«deut«^^ ar, Posltkx, 

52 Gin Bteht. an PosHion 59 Glu ateht. an Poelion 54 Ala stoM urxl an Poeiticn 55 Aap steht. 

6. VeWoren. die f Or Isohirudine gamaB der AnsprOcha 1 bis 4 kodieran. 

6 Vbrfahran zur Harstellung von Isohirudinen nach Anspmch 1 bis 4. dadurch gekennzeWwiet dafl P~tein» 
WrtSe dumb eine saure Fallung bei einem pH s 4 abgalrennt we-den. wonach das Produkt derr, Kuftur- 
Z^^^^uZ^^e chromatSgrapr^che Relnlgung. die zumindest einen Kationenau^auscher und eIne 
RP-Chromalographie umfaBt, hoehrein dargastellt wird. 

7. Aizneimittel. die ein oder mehrere Isohirudine gemafl den Ansprflchen 1 bis 4 ate Wirkstoff enthaHen. 

8. Qalenlschezuberellungelneslsohlrudlrwgeniifl^^ 
stanzneinerKoruentrationvonl^mg/mlundbeiein*^ 

terale (i.v. und 9.c.) Appllkatlon vorliegt 



4. 



Claliiw 

1. An ieohlfudin with Improved etabllity and with the following amino acids 

Gtu at position 33 

Gin, Glu, Asn or Asp at position 52 

Qlu at position 53 

Qty or Ala at position 54 

Asp or Glu at position 55. 

2. An isohifudin as claimed in claim 1 with the lormula 
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-A«.Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Aan-Leu-Cys- 
20 

Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys- 

30 *0 
Cys-Ile-Leu-Gly-Ser- B -Gly-Glu-Lys-Aan-Gln-Cys-Val-Thr- 

50 S2 53 54 55 

Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Oln-Ser-His- C - D - B - F- 

60 

Phe-Qlu-Glu-Ile-Pro-Qlu-Qlu-Tyr-Leu-GLa 



where 






iaLeu, Ala. lie orVal, 


A2 


is Thr or^l, 


B 


18 Qlu, 


C 


is Gin or Glu, 


D 


is Qlu. 


E 


is GtyorAla. 


andF 


is Asp or Glu. 



3 Anisohlrudinasclahiedinclafn lor 2. where position 1 deriot^ 

33, is at position 52, Glu Is at position 53. Gly Is at position 54 and Qlu Is at position 55. 

4. An isohlrudln as claimed In claim 1 or 2, where position 1 denotes Ala or Leu. Qlu is at position 33. Qlnis at position 
62. Qlu Is at position 53. Ala Is at position 54 and Asp Is at position 55. 

5. A vector which codes lor an Isohlmdin as claimed In ctolma 1 to 4. 

6 A pnxess tor the preparation oT Isohirudins as clalrr>ed m ctelm 1 to 4. which comprises separating proteins of the 
host cell by an acid precipitation at a pH 5 4, after which the product is prepared with high purity from the culture 
medium by successive chromatographic purification which comprises at least one cation exchanger and one RP 
chromatography. 

7. A phamwceutlcal which contains one or more isohlnjdins as claimed in claims 1 to 4 as active Ingredient. 

8 A pharmaceutlcai tomulatlon of an Isohinjdln as claimed In claims 1 to 4. wherein the active substance Is present 
in a concentration of 1-600 mg/ml and at a pH between 4 and 8 in dissolved loan for parenteral (l.v. and a.c.) 
administration. 



Revendicotlone 

1. Isohirudinas d stability amdiiorda. caractdrisdes par les aminoacidee suivants 

Glu k la position 33» 

Gin, Qlu, Asn ou Asp la position 52, 

Glu ^ la position 53^ 

Qtyou Ate&la position 54, 

Asp ou Qlu ft la position 55. 

2. Ischlrudines selon la revendlcatton 1 , de formule 
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A* -A* -.Tyr-Thr-Asp-Cys*Thr-Glu-Ser«Gty-Gln-Asn«Leu-Cys-Leu- 

20 - 30 

Cys-Glu-Giy-Sef'Asn-Val-Cys-Qly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-lle-Leu- 

40 

Giy-Ser- B • GlyGlu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val^hpGly-Glu-Gly-Thr- 

50 52 53 54 55 60 
Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D • E • F .Phe-Qlu-Qlu-lle-Pro- 

Glu-Giu-Ty-LeU'Gln 



dans laquelle 

reprteenle Leu, Ala, lie ou 
fi? repr^nte Thr ou \Aal, 
B repr^nteGlu, 
C repr^meOlnouQIu, 
D raprteents Glu, 
E reprdserrteGlyou Alaat 
F reprteente Aap ou Ohi. 

3. isohlrudlnes seton la revendlcatlon 1 ou 2, dans lesqueles la position 1 reprteente Ala ou Leu. Thr se trouve a la 
position 2. Glu ae tiouva k la position 33. Gin sa ttouva & la position 52. Glu sa trouwa k la positian 53. Giy ss 
tiDUve & la position 54 et Glu se trouve h la position 55. 

4. Isohirudines selon la revendlcation 1 ou 2. dans lasquelles la position 1 rspresante Ala ou Uu. Glu bb trouve k la 
position 33, Qln se trouve a la position 5a Glu se trouve k la position 53. Ala se tiouve & la position 54 et Asp se 
trouve k la position 55. 

5. Vecteurs qui oodent pour les isohirudinas sekxi les revendications 1 k 4. 

s. Pioc«dd pour la production d'Isohlrudlnes selon lea revendications 1 k 4, caractMs* en ce que I'on sipate dee 
pioldhee de la csllula h6ta par une prfclpitation acide ft pH 5 4. ft la suite da quoi on cbtiant la produit trte pur k 
partir du milieu de culture par purification chtomatoflraphlque subsflquente. qui comprend au molns un fichangeur 
da cations st una chromatographie en phase inverse 

7. MMIcament contenant comma substance active une ou plusieurs Isohirudinee selon les revendications 1 k 4. 

S ComposWongal^nlquerfunelaohliudlnesetonlesrevendlcrtionsI &4.caraddrls«eencequelasub«tan<»^ 
est prteenta sous fomiedisaoute, pour I'administration paranttale (i.v. ets.c.>, h une concwUiation de 1-500 mg^ 
mlet{iunpHemre4etB. 
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